Abstract-Observational studies in primary hyperaldosteronism suggest a positive relationship between aldosterone and parathyroid hormone (PTH); however, interventions to better characterize the physiological relationship between the reninangiotensin-aldosterone system (RAAS) and PTH are needed. We evaluated the effect of individual RAAS components on PTH using 4 interventions in humans without primary hyperaldosteronism. PTH was measured before and after study (1) low-dose angiotensin II (Ang II) infusion (1 ng/kg per minute) and captopril administration (25 mg×1); study (2) high-dose Ang II infusion (3 ng/kg per minute); study (3) blinded crossover randomization to aldosterone infusion (0.7 µg/kg per hour) and vehicle; and study (4) blinded randomization to spironolactone (50 mg/daily) or placebo for 6 weeks. Infusion of Ang II at 1 ng/kg per minute acutely increased aldosterone (+148%) and PTH (+10.3%), whereas Ang II at 3 ng/kg per minute induced larger incremental changes in aldosterone (+241%) and PTH (+36%; P<0.01). Captopril acutely decreased aldosterone (−12%) and PTH (−9.7%; P<0.01). In contrast, aldosterone infusion robustly raised serum aldosterone (+892%) without modifying PTH. However, spironolactone therapy during 6 weeks modestly lowered PTH when compared with placebo (P<0.05). In vitro studies revealed the presence of Ang II type I and mineralocorticoid receptor mRNA and protein expression in normal and adenomatous human parathyroid tissues. We observed novel pleiotropic relationships between RAAS components and the regulation of PTH in individuals without primary hyperaldosteronism: the acute modulation of PTH by the RAAS seems to be mediated by Ang II, whereas the long-term influence of the RAAS on PTH may involve aldosterone. Future studies to evaluate the impact of RAAS inhibitors in treating PTH-mediated disorders are 
C haracterization of the complex endocrine relationships between sodium-and calcium-regulatory hormones is evolving. Calcium, 1,2 vitamin D, [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] and parathyroid hormone (PTH) [10] [11] [12] have been implicated in regulating the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), and the RAAS, in turn, has been implicated in regulating these calcium-regulatory hormones. [13] [14] [15] [16] In particular, recent observational studies in individuals with primary hyperaldosteronism (PA) suggest that excess aldosterone may result in hyperparathyroidism. [15] [16] [17] A better understanding of the normal physiological relationship between the RAAS and PTH is of clinical relevance because inappropriate activity of both PTH and the RAAS may negatively impact cardiovascular [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] [26] and skeletal health. 27, 28 Human evidence characterizing the positive relationship between RAAS activity and PTH has largely originated from observational studies in disease states such as hyperaldosteronism 15, 16 and chronic kidney disease (CKD). 29 Spironolactone therapy is associated with lower fracture risk in heart failure 27 ; patients with PA have reduced bone mineral density and a higher rate of osteoporosis 30 ; and PA is associated with elevated PTH levels that are lowered after clinically indicated surgical or medical therapy for PA. [14] [15] [16] Furthermore, the use of RAAS inhibitors is associated with lower PTH levels in CKD. 29 The aforementioned studies provided noteworthy evidence to advance the understanding of RAAS-PTH interactions; however, they were observational in nature and were performed in populations with severe disease (heart failure, PA,
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and CKD) where abnormalities in calcium, renal function, and volume homeostasis can be confounding. We hypothesized that physiological interactions between the RAAS and PTH exist, and that characterization of these physiological relationships may improve the understanding of the pathophysiology and treatment of disease states such as PA and hyperparathyroidism (HPTH). To this end, we evaluated the impact of modulating individual RAAS components on PTH from 4 previously performed human intervention studies.
Methods
General Overview of Study Protocols
We performed post hoc analyses of controlled RAAS and calciumregulatory hormone interventions from 4 human interventional study protocols in individuals without PA, HPTH, CKD, or heart disease. The subjects in all 4 studies were overweight or obese, as previously reported, 4 but had comparable 25-hydroxyvitamin D concentrations ( Table 1 ). All study protocols were performed in a clinical research center under conditions of controlled posture, diet, and time of day, and after withdrawal of medications known to modulate the RAAS. Studies 1 and 2 examined the relationship between acute, generalized RAAS modulation and PTH. In study 1, we performed secondary analyses to evaluate the acute PTH-responses to an infusion of angiotensin II (Ang II) and to an angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitor (captopril), interventions expected to acutely stimulate and inhibit both circulating Ang II and aldosterone, respectively. Furthermore, these PTH-responses were evaluated in subjects with vitamin D deficiency and again after treatment with high-dose vitamin D 3 therapy because modulation of vitamin D status modulates PTH and has been shown to modulate the tissueresponsiveness to Ang II in humans. 4, 6, 31 In study 2, we evaluated the dose-dependent relationship between PTH and the RAAS in a similar population to study 1. Studies 3 and 4 focused specifically on the relationship between aldosterone and PTH. In study 3, we evaluated the acute effect of aldosterone on PTH in subjects who were randomized to receive an infusion of aldosterone or vehicle in a blinded manner and then crossed over to receive the alternate infusion. Study 4 examined the impact of 6 weeks of double-blinded randomization to either spironolactone or placebo on PTH. Finally, we performed in vitro studies to assess the expression of Ang II type I receptor (AT1R) and mineralocorticoid receptor (MR) in normal and adenomatous human parathyroid tissue. All subjects provided informed consent, and all study procedures described below were approved by the Institutional Review Boards of Brigham and Women's Hospital (Boston, MA; studies 1, 2, 4, and in vitro studies) and Vanderbilt University Medical Center (Nashville, TN; study 3).
Study 1: Population and Study Protocol
The study 1 population and protocol have been previously described 4 although the data and analyses presented here are novel. The complete study population and protocol details are available in the onlineonly Data Supplement.
Study 2: Population and Study Protocol
Subjects from study 2 have never been previously reported. Study 2 is an ongoing interventional physiology study recruiting participants to establish genotype/phenotype correlations in hypertension (NCT01426529). The inclusion criteria and study protocol for study 2 can be seen in the online-only Data Supplement.
Study 3: Population and Study Protocol
Study 3 recruited nondiabetic participants aged 18 to 70 years with the metabolic syndrome to assess the effects of aldosterone on glucose metabolism. In total, 10 subjects who completed the study protocol and had available frozen samples for secondary analysis of PTH were included (NCT00732160).
Study 3 participants were maintained on a liberal sodium diet that included >160 mmol/d of sodium, 100 mmol/d of potassium, 1000 mg of calcium, and calories calculated for weight maintenance. Antihypertensive medications were withdrawn for a minimum of 3 weeks before study procedures. Subjects reported for admission to the Vanderbilt clinical research center in the evening and were randomized to an infusion of aldosterone (0.7 µg/kg per hour in 5% dextrose water; Professional Compounding Corporation of America) or vehicle for 12.5 hours starting at 10 pm. The next day, subjects received infusion of the other study drug (aldosterone/vehicle) in the same fashion. Samples were drawn before infusion and at 10 hours during each infusion for PTH analysis. To mitigate the potassium-wasting effect of aldosterone infusion, potassium chloride was administered as needed to maintain serum potassium ≥3.7 mmol/L during each infusion.
Study 4: Population and Study Protocol
Study 4 recruited obese, normotensive participants aged 18 to 70 years to evaluate the effect of MR antagonist therapy versus placebo on vascular function in a randomized and double-blinded design (NCT01406015). In total, 32 subjects completed the study, of which 27 had available blood and urine to perform additional analyses. These 27 subjects were selected for our analyses before unblinding of their intervention status or knowledge of their intervention outcomes.
Subjects in study 4 completed the same diets and washout procedures as described above for studies 1 and 2 before clinical research center admission. On the morning of their first study visit, subjects had blood sampling that was used in this secondary analysis to measure PTH and other relevant calcium-regulatory components. Subjects also underwent other procedures during this study visit after blood sampling (including vascular hemodynamic protocols) that are not described herein because they are not relevant to the current study aims. All subjects were discharged home with a double-blinded randomized study drug that was 1 tablet daily of either spironolactone 50 mg or placebo. After 6 weeks of therapy, subjects returned on the study diet for a second overnight visit to the clinical research center, and study procedures were repeated the next morning.
Laboratory Assays
Full details of the timing and methods of laboratory assays are provided in the online-only Data Supplement.
In Vitro Studies to Assess RAAS Receptors in Human Parathyroid Tissue
To evaluate the roles of Ang II and aldosterone in parathyroid regulation, we obtained normal and adenomatous parathyroid tissue from a patient with primary hyperparathyroidism who underwent a routine neck exploration for parathyroidectomy with hemithyroidectomy. Histopathology confirmed the procurement of a single parathyroid adenoma and a single normal parathyroid gland adherent to thyroid tissue. The full methodological details describing protein and mRNA analysis are in the online-only Data Supplement. 
Statistical Analyses
Here, we describe post hoc analyses of the aforementioned 4 interventional study protocols with the objective of evaluating the influence of specific RAAS modulations on PTH in relatively healthy populations without PA, CKD, heart disease, or HPTH. All variables presented were normally distributed and were not transformed in any way. All values are presented as means±SEM. A 2-tailed P<0.05 was considered statistically significant. In all studies, paired t tests were used when comparing intraindividual changes in normally distributed variables. Because basal PTH values were altered by the vitamin D 3 intervention in study 1 (an expected physiological change), we present PTH values not only as absolute values but also as the percentage change from baseline to allow a proportional comparison of PTH-responses. In study 3, in which subjects were randomized and crossed over to both interventions (aldosterone and vehicle infusion), we also compare the intraindividual change in each variable attributable to intervention using paired t tests. In study 4, the impact of the intervention (spironolactone or placebo) on each independent population was compared using an ANOVA model, in which the postintervention PTH was the outcome, and adjustment for the preintervention PTH value was included. Analyses were performed using SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC).
Results
Study 1: PTH-Responses to Acute RAAS Modulations and the Influence of Vitamin D Status
Infusion of Ang II (1 ng/kg per minute) in a vitamin D-deficient state resulted in an expected rise in serum aldosterone (+148%; as previously described) 4 but also a +10.3% increase in PTH from baseline ( Figure A) . A single dose of captopril lowered serum aldosterone levels (−12%) and also acutely lowered PTH below basal levels (−9.7%), and thereafter a second infusion of Ang II after captopril administration resulted in an enhanced stimulation of PTH (+16.0% from baseline; Figure A ). When these study procedures were repeated after high-dose vitamin D 3 therapy to induce a vitamin D-sufficient state, significant changes in PTH-responses to RAAS provocations were observed: the PTHresponse to an initial Ang II infusion was more robust (+26.4% from baseline; Figure B) ; captopril induced a smaller nonsignificant acute reduction in PTH (−6.8%) and had a negligible effect on the magnitude of subsequent Ang II-mediated PTH stimulation ( Figure B) . These results parallel our previous observations in these same study subjects, where vitamin D 3 therapy augmented the tissue (vascular and adrenal) response to Ang II infusion and marginalized the influence of an ACE inhibitor. 
Study 2: PTH-Responses to Higher Dose Ang II Infusion
Study 2 investigated the impact of a higher dose Ang II infusion on PTH. In comparison with study 1, the infusion of 3 ng/kg per minute of Ang II resulted in greater increment in aldosterone (+241%) and a more robust PTH-response (+36% from baseline), which were independent of any acute changes RAAS and PTH was observed, which was modulated by Ang  II dose, as well as by ACE inhibition and vitamin D status  (both of which sensitize the tissue responsiveness to Ang II  infusion) . 4, 6, [31] [32] [33] 
Study 3: PTH-Responses to Aldosterone Infusion
To isolate whether the aforementioned acute modulations in PTH induced by Ang II infusion were mediated by Ang II itself or aldosterone, study 3 investigated the impact of an aldosterone infusion on PTH. Baseline PTH levels before aldosterone and vehicle infusions were similar (Table S1 in the online-only Data Supplement). The infusion of aldosterone resulted in a robust increase in serum aldosterone concentration (+892%) that was substantially higher than that induced by Ang II infusions in studies 1 and 2, as well as nonsignificant trends of increased blood pressure and decreased potassium. However, PTH was not modified by the infusion of aldosterone when compared with vehicle (Table S1 ).
Study 4: PTH-Responses to Chronic MR Antagonist Therapy
Although an aldosterone infusion did not influence PTH in the acute setting, we evaluated the effect of chronic aldosterone blockade on PTH in study 4 because the findings of Rossi et al and Tomaschitz et al have suggested that chronic aldosterone excess in PA may increase PTH. 15, 16 The effect of chronic spironolactone therapy was evident within the treatment group via increments in aldosterone concentrations and decrements in blood pressure (Tables 2 and 3) . When comparing the preintervention versus postintervention effect of each treatment arm, neither placebo nor spironolactone therapy significantly altered the levels of PTH, serum calcium, 25-hydroxyvitamin D, or markers of bone formation and resorption during 6 weeks (Tables 2 and 3 ). However, analyses comparing the change in these parameters induced by each intervention revealed a decrease in serum calcium and increase in PTH in the placebo group (possibly mediated by chronic and persistent vitamin D deficiency) that was significantly blunted by spironolactone treatment (Tables 2 and  3 , ANOVA P value). A similar nonsignificant trend was seen with respect to C-telopeptide levels.
In Vitro Studies to Assess RAAS-Related Receptors in Human Parathyroid Tissue
AT1R and MR protein levels were detected in normal human parathyroid tissue ( Figure S1 ); normal parathyroid tissue had relatively similar AT1R and MR protein levels when compared with mouse adrenal tissue. In addition, AT1R and MR protein levels were detected in parathyroid adenoma tissue of the same patient, with a 2-to 4-fold increase in expression when compared with normal parathyroid and mouse adrenal tissues. To further confirm AT1R and MR expression in parathyroid tissue, we quantified mRNA levels and observed expression in normal parathyroid tissue and a 3-to 4-fold increase in expression within adenomatous tissue ( Figure S1 ).
Discussion
Our data demonstrate novel physiological relationships between PTH and RAAS activity in humans without PA for the first time. Despite the notable limitations of our methods (the use of 4 small and separate study populations of obese individuals, post hoc analyses, and the absence of data on ionized and urinary calcium that could help uncover underlying mechanisms), we have nonetheless demonstrated new pleiotropic relationships between RAAS components and PTH that may have important implications for the treatment of PTH-mediated disorders.
Relationships between the RAAS and calcium-regulatory hormones that were initially identified in the past 13, 14, 34, 35 have recently been revisited and complemented by data that shed new insights into the complex interactions between these hormone systems: vitamin D 3-6,11 and calcium 1,2 seem to regulate renin, and a reciprocal relationship between the RAAS and PTH has been proposed. 15, 16, 36, 37 The latter has largely stemmed from observational studies in PA that implicate aldosterone as a regulator of PTH. Inappropriately elevated serum aldosterone has been associated with high PTH levels that are lowered with treatment of PA. [14] [15] [16] Together these studies describe a pathophysiology in states of chronic aldosterone excess whereby hyperparathyroidism is induced, possibly secondary to aldosterone-mediated hypercalciuria. [14] [15] [16] Herein, we extend the findings of these previous studies with analyses from controlled human interventional protocols to evaluate the physiological relationship between the RAAS and PTH in the absence of PA. Our findings, in the context of previous work by Tomaschitz et al 36 and Rossi et al, 37 raise important questions that warrant discussion for future studies. Is PTH regulated by Ang II, aldosterone, or both? Does the physiological relationship between PTH and the RAAS differ with respect to the duration of RAAS modulations (acute versus chronic), or in physiological versus pathophysiologic states? What significance do these findings have for cardiovascular and skeletal health?
Is PTH Regulated by Ang II?
Identifying whether PTH is regulated by Ang II, or aldosterone, or both, could have implications for pharmacological therapies. Our results demonstrate that raising circulating Ang II and aldosterone acutely stimulates PTH in a dose-dependent manner, whereas lowering endogenous Ang II and aldosterone acutely with an ACE inhibitor lowers PTH (Table S2 : columns a+b). Because elevated aldosterone levels have been associated with elevated PTH levels in PA, 14, 16, 17 we hypothesized that an acute aldosterone infusion would also raise PTH. However, despite an Subjects were randomized to either spironolactone (50 mg/d) or placebo for 6 wk with blood measurements before and after the intervention period. In addition, the difference in the change in each variable induced by the interventions is presented in the far right column. BMI indicates body mass index.
by guest on August 31, 2017 http://hyper.ahajournals.org/ Downloaded from acute 10-fold increase in serum aldosterone concentrations in study 3, PTH remained unchanged (Table S2 : column d), implicating Ang II as the primary stimulus for PTH in the acute setting. The role of Ang II as the mediator of these effects was further supported by the fact that the regulation of PTH was influenced by interventions known to sensitize tissue-responsiveness to Ang II 4, 33 : both ACE inhibition and vitamin D 3 therapy independently enhanced the PTH-response to Ang II infusion. We previously showed that vitamin D deficiency blunts tissue-responsiveness to exogenous Ang II by inducing a state of high tissue-RAAS activity 4, 6, 31 ; this blunted sensitivity to Ang II could be corrected by lowering the tissue-RAAS with an ACE inhibitor or vitamin D 3 therapy. 4, 33 Consistent with this phenomenon, in study 1, we observed an increase in PTH with Ang II infusion that was augmented after captopril in the vitamin D-deficient state. The PTHresponse to Ang II was further enhanced in the same subjects after vitamin D 3 therapy, which also marginalized the influence of captopril on subsequent Ang II infusions (presumptively attributable to maximal suppression of the endogenous tissue-RAAS with vitamin D 3 therapy). 4 Our identification of AT1R in normal and adenomatous human parathyroid tissue is a novel finding that further supports an acute and direct effect of Ang II on PTH; we speculate that given the acuity of the findings, Ang II may regulate the secretion of preformed PTH. Whether the effect of Ang II on PTH persists beyond the acute period remains unknown (Table  S2 : column c); however, the finding that a parathyroid adenoma expresses higher levels of AT1R than normal parathyroid may implicate Ang II in the pathogenesis and progression of hyperparathyroidism. An ongoing interventional study, The RAAS-PARC (Renin-Angiotensin-Aldosterone System and Parathyroid Hormone Control) study (NCT01691781), will provide insight into PTH-responses to acute and chronic ACE inhibition in individuals with primary hyperparathyroidism in comparison with normal healthy controls.
Is PTH Regulated by Aldosterone?
Alternatively, our findings suggest that in the chronic setting, it may be aldosterone rather than Ang II which directly and indirectly stimulates PTH. This mechanism has been proposed [13] [14] [15] [16] [17] in observational reports in patients with PA (a condition where aldosterone levels are chronically elevated with concomitant suppression of Ang II and renin). Some of these observational reports included abnormalities in renal function and changes in serum and urinary calcium, which may have also contributed to PTH effects. [14] [15] [16] In addition, chronic MR antagonism has even been observationally associated with reduced fracture risk, 27 implicating PTH regulation by aldosterone as a potential mediator of this outcome. In our study 4, chronic MR antagonism may have modestly lowered PTH and raised serum calcium. Although no change in PTH was observed in the group randomized to spironolactone treatment, PTH was significantly impacted by the spironolactone intervention when compared with the placebo-treated control (Table S2 : column e). This phenomenon may have reflected a mild progressive secondary hyperparathyroidism in the placebo group attributable to chronic vitamin D deficiency that was blunted by spironolactone. Interestingly, this observation was seen despite the fact that MR antagonism should raise Ang II concentrations and in a population with low aldosterone levels (subjects did not have PA and were on a liberal sodium diet); it is possible that the effect of spironolactone would have been more evident in a population with higher serum aldosterone, 16 hyperparathyroidism, longer duration of treatment, or larger sample size. Although we did not have urine calcium measurements in this study, previous research has shown that chronic aldosterone excess results in hypercalciuria and hypocalcemia. 16, 38, 39 Because we, along with Maniero et al, 10 have identified the presence of MR in normal and abnormal parathyroid tissue, we speculate that aldosterone action through the MR may impact PTH during the long term by influencing PTH synthesis directly at the parathyroid gland and indirectly via renal regulation of calcium handling. The influence of MR antagonists on PTH may thus be most evident in populations with PA or HPTH, rather than relatively healthy individuals such as those in our studies. Studies of biochemical and clinical outcomes of MR antagonism in larger targeted populations will clarify this effect. The EPATH (Effect Subjects were randomized to either spironolactone (50 mg/d) or placebo for 6 wk with blood measurements before and after the intervention period. The preintervention and postintervention values for each variable are presented with a probability value reflecting the paired comparison. In addition, the difference in the change in each variable induced by the interventions is presented in the far right column. 
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of eplerenone on parathyroid hormone levels in patients with primary hyperparathyroidism) Study (ISRCTN33941607) 40 is designed to conclusively evaluate the influence of long-term MR antagonism on clinical outcomes in a large study population with primary hyperparathyroidism.
Is PTH Regulated by Both Ang II and Aldosterone?
Overall, our findings suggest pleiotropic effects of RAAS components on PTH that may vary with time of exposure. Although we used PTH levels as our outcome, it is important to realize that in endocrine systems, where feedback mechanisms are complex, the absolute circulating level of any hormone may not be sufficient to evaluate biological and clinical outcomes; the setting of a new homeostatic equilibrium may not be detected by circulating levels alone. Such a phenomenon, whereby levels of 1 hormone are maintained at the expense of changes to others, is common. For example, although ACE inhibitors acutely lower Ang II and aldosterone concentrations, chronic ACE inhibition results in a re-equilibration and normalization of aldosterone levels, 41 yet the clinical benefits associated with chronic ACE inhibition remain highly favorable. 42 The re-establishment of the PTH-RAAS equilibrium may be most evident in physiological states where both calcium-and sodium-regulatory hormones can modulate their activity appropriately. In contrast, in pathophysiologic states, such as PA or HPTH, normal mechanisms may be overwhelmed by the effects of excess aldosterone or PTH.
Strengths and Limitations
Our study has notable strengths and limitations. We describe post hoc analyses of previously performed studies, which were not principally designed for evaluation of RAAS-PTH relationships. However, although these analyses were secondary in nature, we used data from 4 human intervention studies that used careful methods to control modulators of the RAAS (including dietary electrolytes, posture, and antihypertensive medications) and calcium-regulatory hormones (including dietary calcium and vitamin D status). The sample sizes were small but were more than sufficient to detect robust changes in PTH (studies 1 and 2) and expected changes in serum aldosterone levels and blood pressure attributable to aldosterone infusion (study 3) and spironolactone (study 4). It is possible that a larger population in study 4 would have permitted greater power in detecting MR antagonist-induced changes in PTH and serum calcium; however, we suspect these would still have been modest in magnitude because the study population did not have PA or HPTH. Although the studies were performed in separate populations, as necessitated by the complex protocols performed in clinical research centers, these populations were similar across demographic variables and, although obese, were otherwise largely healthy. Obesity has been linked to a shift in the 25-hydroxyvitamin D-PTH relationship 43 ; however, acute changes in PTH were observed using within-individual comparisons. We present possible explanations to account for a direct mechanism behind the RAAS-mediated effects we observed; however, calcium modulation has been implicated as a potential indirect mediator of RAAS-PTH interactions, 12 and we did not have detailed electrolyte assessment, including magnesium and ionized and urinary calcium in all of our protocols. Of note, previous studies failed to show any modulation in ionized calcium with the Ang II infusion doses we used, 35 thereby supporting a possible direct Ang II-mediated effect on PTH, as we propose. Finally, further studies will be needed to evaluate the role of additional factors in the modulation of the RAAS and PTH, including Klotho, 44, 45 changes in dietary electrolytes, 36, [46] [47] [48] and the use of more physiological doses of Ang II (because we used doses necessary to elicit observable effects). 49 
Perspectives
In summary, we describe novel and pleiotropic relationships between PTH and the RAAS in individuals without PA. Ang II seems to be an acute modulator of PTH, potentially through direct stimulation of PTH release via the AT1R at the parathyroid gland. In contrast, aldosterone may be involved in the modulation of PTH in the chronic setting via indirect and direct mechanisms. Our findings build on observations in pathophysiologic states 10, 13, 16 by providing new insights into the complex relationships between calcium-and sodiumregulatory hormones that may exist in normal physiology. Ongoing 40 and future interventional studies are likely to improve our understanding of these interactions and how they may influence the cardiovascular and skeletal outcomes associated with PTH-mediated disorders.
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METHODS: Study 1: Population and Study Protocol
Study 1 evaluated the influence of vitamin D 3 therapy on tissue-responses to RAAS interventions, including AngII infusion and ACE inhibition. The study included 14 non-diabetic adults with stage I hypertension, obesity, and a baseline 25(OH)D level less than 25 ng/mL 1 . Subjects with any of the following conditions were specifically excluded from all studies: abnormal renal function (estimated glomerular filtration rate<60mL/min or serum creatinine >1.4 mg/dL), history of coronary artery disease, heart failure, cerebrovascular disease, liver disease, hyperaldosteronism, HPTH, or hypercalcemia.
In order to maximize confidence in RAAS measurements, all antihypertensive medications were weaned and withheld prior to the study and for the duration of the entire study based on established wash-out protocols with safety mechanisms 2 . Subjects were maintained on a prescribed liberal sodium diet that included >200 mmol of sodium, 100 mmol of potassium, and 20 mmol of calcium for one week prior to every study visit to ensure equilibration of RAAS measures, and participants with a 24-hour urine sodium <150mEq were excluded. The study procedures described below were performed in a CRC at baseline (when subjects were vitamin D deficient) and again following one month of 15,000 IU/daily of vitamin D 3 therapy, as previously described 1 . During each study visit, subjects remained supine overnight and throughout the study in order to control the effect of posture on the RAAS. The following morning, a continuous infusion of AngII (1 ng/kg/min for 90 minutes) was administered, followed by a single dose of captopril 25mg by mouth. Ninety minutes after captopril was given, a second infusion of AngII (1 ng/kg/min for 90 minutes) was administered to evaluate the modulation in tissue-sensitivity to AngII induced by ACE inhibition 3, 4 . Blood samples were taken before and after each AngII infusion. Subjects were then discharged home to complete the vitamin D 3 intervention and returned 1 month later to repeat the same study procedures described above. The primary aim of the original study protocol was to assess the influence of vitamin D 3 therapy on the tissue-sensitivity to AngII, and as previously reported 1 , subjects returned 1 month later with robust increases in 25(OH)D (18.2 ± 1.8 vs. 51.9 ± 3.1 ng/mL, P<0.0001).
METHODS: Study 2: Population and Study Protocol
Subjects were included in Study 2 if they were non-diabetic, had stage I hypertension, and were between the ages of 18-65years. Participants of this study received higher doses of AngII than in Study 1 and were therefore selected for these analyses. A total of 14 consecutive subjects with extra frozen blood available for secondary analysis were selected for our post-hoc analyses.
The Study 2 protocol was similar to Study 1. Subjects underwent the same medication washout procedures, study diets, and CRC admissions as described above. After overnight supine rest in the CRC, subjects received a continuous infusion of AngII at a higher dose than that given in Study 1 (3 ng/kg/min). Blood samples were collected before and after the AngII infusion and used in this secondary analysis to evaluate whether a dose-dependent stimulation by AngII resulted in proportional effects on PTH.
METHODS: Laboratory Assays
In Studies 1 and 2, urine aliquots were taken from the 24-hour urine collection performed during the overnight CRC study visits. These aliquots were used to quantify urinary sodium, potassium, calcium, and aldosterone excretion rate. In Study 1, blood samples were taken in the morning after overnight supine rest and before and after each AngII infusion at both study visits, and were used to measure serum aldosterone (Siemens, Los Angeles, CA) and plasma renin activity In Study 2, blood samples taken before and after AngII infusion were similarly used to measure serum aldosterone and were frozen, stored at -80 C, and used in this analysis to measure 25(OH)D, 1,25(OH) 2 D, PTH, and serum calcium. In Study 3, samples taken at the initiation and completion of each 10-hour infusion were used to measure aldosterone and serum potassium. PRA was measured from pre-infusion samples only. Blood samples taken at the start and 10-hour time-point of each infusion were frozen and stored at -80 C and were used to measure PTH. 25(OH)D was measured from frozen plasma samples obtained at the initiation of the first infusion only. In Study 4, blood samples obtained after overnight supine rest before and 6 weeks after randomized study drug were frozen and stored at -80 C and were used in this analysis to measure PTH, 25(OH)D, serum calcium, C-terminal telopeptide (Immunodiagnostic Systems, Fountain Hills, AZ), and procollagen type 1 N-terminal propeptide (Orion Diagnostics, Espoo, Finland).
METHODS: In vitro Studies to assess RAAS receptors in Human Parathyroid Tissue
Tissues were immediately snap frozen in liquid nitrogen prior to storage at -80 C. Protein was extracted by homogenizing tissue in RIPA lysis buffer (Boston BioProducts, Ashland, MA), and extracts were size-fractioned by electrophoresis on 8% SDSpolyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes. Membranes were incubated overnight at 4 C with rabbit antiangiotensin type 1 receptor (AT1R), anti-mineralocorticoid receptor (MR) and re-probed for β-actin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Primary antibody incubation samples were incubated with peroxidase-conjugated secondary antibody and analyzed using enhanced chemiluminescence (Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA). The immunoreactive bands were analyzed quantitatively by optical densitometry and normalized to β-actin.
Total mRNA was extracted from tissue using the RNeasy mini kit (Qiagen Sciences, Germantown, MD). cDNA was synthesized from 2.0 µg RNA using the first-strand cDNA synthesis kit (GE Healthcare, Piscaway, NJ). Detection of AT1R, MR and 18S was performed with TaqMan gene expression assays (proprietary primers and probes designed and synthesized by Applied Biosystems, Foster City, CA). PCR amplification reactions were performed in duplicate using ABI Prism 7000 sequence detection system (Applied Biosystems) using comparative threshold cycle method (DDCT). Gene expression was normalized to 18S rRNA and data are presented as fold increase relative to normal parathyroid tissue. TABLE S1 : Clinical and Biochemical Results for Study 3: Double-blinded crossover with randomization to aldosterone and vehicle infusions. Subjects received a 10-hour infusion of vehicle (5% dextrose) or aldosterone (0.7 µg/kg/hr) in a blinded and randomized manner and were then crossed over to the other infusion on the following day. The pre-and post-intervention values for each variable are presented with a P-value reflecting the paired comparison. In addition, the difference in the change in each variable induced by each intervention is presented in the far right column. L a caracterización de las complejas relaciones endocrinológicas entre las hormonas reguladoras del sodio y del calcio se encuentra en evolución. El calcio, 1,2 vitamina D, 3-9 y la hormona paratiroidea (PTH) [10] [11] [12] han sido implicadas en la regulación del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), y el SRAA, a su vez, ha sido implicado en la regulación de estas hormonas reguladoras del calcio. [13] [14] [15] [16] En particular, estudios observacionales recientes en individuos con hiperaldosteronismo primario (AP) sugieren que el exceso de aldosterona podría resultar en hiperparatiroidismo. [15] [16] [17] Una mejor comprensión de la relación fisiológica normal entre el SRAA y la PTH es de gran importancia clínica debido a que la actividad inadecuada tanto de la PTH como del SRAA podría tener impactos negativos sobre la salud cardiovascular 18-26 y esquelética. 27, 28 La evidencia humana que caracteriza la relación positiva entre la actividad del SRAA y la PTH se ha originado en gran parte de estudios observacionales en estados de enfermedad tales como hiperaldosteronismo 15, 16 y enfermedad renal cró-nica (ERC). 29 El tratamiento con espironolactona se asocia a un menor riesgo de fracturas en la insuficiencia cardíaca 27 ; pacientes con AP tienen una densidad mineral ósea reducida
SUPPLEMENTARY TABLES
Clinical and
AngII ↑ ↓ NR ↔/↓ † ↑ † Aldosterone ↑ ↓ NR ↑ ↓* PTH ↑ ↓ NR ↔ ↔/↓ † Presumed,
Sistema Renina-Angiotensina
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Resumen -Los estudios observacionales de hiperaldosteronismo primario sugieren una relación positiva entre la aldosterona y la hormona paratiroidea (PTH); sin embargo, se requieren intervenciones para una mejor caracterización de la relación fisiológica entre el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y la PTH. Evaluamos el efecto de los componentes individuales del SRAA sobre la PTH utilizando 4 intervenciones en humanos sin hiperaldosteronismo primario. La PTH se midió antes y después del estudio (1) infusión de angiotensina II (Ang II) en dosis bajas (1 ng/kg por minuto) y administración de captopril (25 mgx1); estudio (2) infusión de Ang II en altas dosis (3 ng/kg por minuto); estudio (3) aleatorización ciega cruzada a infusión de aldosterona (0,7 µg/kg por hora) y vehículo; y estudio (4) aleatorización ciega a espironolactona (50 mg/día) o placebo por 6 semanas. La infusión de Ang II a 1 ng/kg por minuto aumentó de forma aguda la aldosterona (+148%) y PTH (-10,3%), mientras que la infusión de Ang II a 3 ng/kg por minuto indujo mayores cambios incrementales en la aldosterona (+241%) y PTH (+36%; P<0,01). El captopril disminuyó de manera aguda la aldosterona (-12%) y PTH (-9,7%; P<0,01). En contraste, la infusión de aldosterona aumentó fuertemente la aldosterona sérica (+892%) sin modificación de la PTH. Sin embargo, el tratamiento con espironolactona durante 6 semanas disminuyó la PTH de forma modesta en comparación con el placebo (P<0,05). Estudios in vitro revelaron la presencia de ARNm y expresión proteica del receptor mineralocorticoide y del receptor de Ang II tipo I en tejidos paratiroideos humanos normales y adenomatosos. Observamos asociaciones pleiotrópicas novedosas entre los componentes del SRAA y la regulación de la PTH en individuos sin hiperaldosteronismo: la modulación aguda de la PTH por parte del SRAA parecería ser mediada por la Ang II, mientras que la influencia a largo plazo del SRAA sobre la PTH podría involucrar a la aldosterona. Se requieren estudios adicionales para evaluar el impacto de los inhibidores del SRAA en el tratamiento de los trastornos mediados por 30 ; y el AP se asocia a niveles aumentados de PTH que disminuyen luego del tratamiento quirúrgico o médico indicado clínicamente para el AP. [14] [15] [16] Además, el uso de inhibidores del SRAA se asocia a niveles más bajos de PTH en ERC. 29 Los estudios mencionados anteriormente proporcionaron evidencia para el avance de la comprensión de las interacciones entre el SRAA-PTH; sin embargo, fueron de naturaleza observacional y fueron realizados en poblaciones con enfermedades severas (insuficiencia cardíaca, AP, y ERC) donde las anormalidades en el calcio, función renal, y homeostasis de los líquidos pueden causar confusión. Postulamos que las interacciones fisiológicas entre el SRAA y PTH existen, y que la caracterización de estas relaciones fisiológicas podría mejorar la comprensión de la fisiopatología y el tratamiento de estados de enfermedad tales como AP e hiperparatiroidismo (HPTH). Con este fin, evaluamos el impacto de la modulación de los componentes individuales del SRAA sobre la PTH a partir de 4 estudios de intervención humana realizados previamente.
Métodos Revisión general de protocolos de los estudios
Realizamos análisis retrospectivos de intervenciones controladas sobre el SRAA y la hormona reguladora del calcio a partir de 4 protocolos de estudios intervencionistas humanos realizados en individuos sin AP, HPTH, ERC, o enfermedad cardíaca. Los sujetos de los 4 estudios tenían sobrepeso y obesidad, como fue informado previamente, 4 pero tenían concentraciones comparables de 25-hidroxivitamina D (Tabla 1). Todos los protocolos de los estudios fueron realizados en un centro de investigación clínica bajo condiciones controladas de postura, dieta, y horario, y luego de suspender medicaciones conocidas por modular el SRAA. Los estudios 1 y 2 examinaron la relación entre la modulación aguda generalizada del SRAA y la PTH. En el estudio 1, realizamos análisis secundarios para evaluar las respuestas agudas de la PTH a una infusión de angiotensina II (Ang II) y a un inhibidor (captopril) de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), intervenciones a partir de las cuales se esperaba una estimulación e inhibición aguda de tanto la Ang II y aldosterona circulante, respectivamente. Además, estas respuestas de la PTH fueron evaluadas en sujetos con deficiencia de vitamina D y nuevamente después del tratamiento con vitamina D 3 en altas dosis dado que la modulación de los niveles de vitamina D modula a la PTH y se ha mostrado que regula la respuesta de los tejidos a la Ang II en humanos. 4, 6, 31 En el estudio 2, evaluamos la relación dosis dependiente entre la PTH y el SRAA en una población similar a la del estudio 1. Los estudios 3 y 4 se enfocaron específicamente en la relación entre la aldosterona y la PTH. En el estudio 3, evaluamos el efecto agudo de la aldosterona sobre la PTH en sujetos que fueron aleatorizados para recibir una infusión de aldosterona o vehículo de forma ciega y luego fueron cruzados para recibir la infusión alternativa. El estudio 4 examinó el impacto de 6 semanas de aleatorización doble ciego a espironolactona o placebo sobre la PTH. Por úl-timo, realizamos estudios in vitro para valorar la expresión del receptor tipo 1 de la Ang II (AT1R) y el receptor mineralocorticoideo (RM) en tejidos paratiroideos humanos normales y adenomatosos. Todos los sujetos brindaron su consentimiento informado, y todos los procedimientos de los estudios descriptos a continuación fueron aprobados por el Consejo de Revisión Institucional del Brigham and Women's Hospital (Boston, MA; estudios 1, 2, 4 y estudios in vitro) y el Vanderbilt University Medical Center (Nashville, TN; estudio 3).
Estudio 1: Población y protocolo del estudio
El protocolo y la población del estudio 1 han sido descriptos previamente 4 aunque los datos y análisis presentados aquí son nuevos.
Estudio 2: Población y protocolo del estudio
Los sujetos del estudio 2 no han sido informados previamente. El estudio 2 es un estudio de fisiología intervencionista actualmente en curso que recluta participantes para establecer correlaciones entre genotipo/fenotipo en hipertensión (NCT01426529).
Estudio 3: población y protocolo del estudio
El estudio 3 reclutó participantes no diabéticos de edades entre 18 a 70 años con síndrome metabólico para evaluar los efectos de la aldosterona sobre el metabolismo de la glucosa. En total, se incluyeron 10 sujetos que completaron el protocolo del estudio y tenían muestras congeladas disponibles para un análisis secundario de PTH (NCT00732160).
Los participantes del estudio 3 realizaron una dieta sin restricción de sodio que incluyó >160 mmol/día de sodio, 100 mmol/día de potasio, 1000 mg de calcio, y calorías calculadas para mantenimiento del peso. Se suspendieron las medicaciones antihipertensivas por un mínimo de 3 semanas previo a los procedimientos del estudio. Los sujetos se presentaron para admisión en el centro de investigación clínica Vanderbilt por la noche y fueron aleatorizados para recibir una infusión de aldosterona (0,7 µg/kg por hora en una solución de dextrosa al 5%; Professional Compounding Company of America) o un vehículo durante 12,5 horas comenzando a las 10 pm. Al día siguiente, los sujetos recibieron la infusión del otro fármaco del estudio (aldosterona/vehículo) de la misma manera. Se tomaron muestras antes de la infusión y a las 10 hs durante cada infusión para análisis de PTH. Para mitigar el efecto perdedor de potasio de la infusión de aldosterona, se administró cloruro de potasio según fuera necesario para mantener un potasio sé-rico ≥3,7 mmol/l durante cada infusión. Los datos se presentan como promedios ± SEM, cuando corresponda. Todos los sujetos que no eran de raza negra eran de raza blanca, con la excepción de un sujeto asiático-americano en el estudio2. 25(OH)D indica 25-hidroxivitamina D; e IMC, índice de masa corporal.
Estudio 4: población y protocolo del estudio
El estudio 4 reclutó participantes obesos, normotensos de edades entre 18 a 70 años para evaluar el efecto del tratamiento con antagonistas de RM versus placebo sobre la función vascular en un diseño aleatorizado y doble ciego (NCT01406015). En total, 32 sujetos completaron el estudio, de los cuales en 27 se contaba con muestras de sangre y orina disponibles para realizar análisis adicionales. Estos 27 sujetos fueron seleccionados para nuestros análisis antes de descubrir el ciego acerca de su estado de intervención o del conocimiento de los resultados de la misma. Los sujetos del estudio 4 completaron las mismas dietas y procedimientos de lavado farmacológico que fueron descritos previamente para los estudios 1 y 2, antes de la admisión al centro de investigación clínica. En la mañana de su primera visita del estudio, se tomaron muestras de sangre de los sujetos que fueron utilizadas en este análisis secundario para medir PTH y otros componentes reguladores del calcio relevantes. Los sujetos también se sometieron a otros procedimientos durante esta visita del estudio después de la toma de muestras de sangre (incluyendo protocolos hemodinámi-cos vasculares) que no se describen aquí debido a que no son relevantes para los objetivos del presente estudio. Todos los sujetos fueron dados de alta con un fármaco del estudio aleatorizado doble ciego que era un comprimido diario de espironolactona 50 mg o placebo. Luego de 6 semanas de tratamiento, los sujetos volvieron a realizar la dieta del estudio para una segunda visita nocturna al centro de investigación médica, y se repitieron los procedimientos del estudio durante la mañana siguiente.
Estudios in vitro para evaluar los receptores del SRAA en el tejido paratiroideo humano Para evaluar los roles de la Ang II y aldosterona en la regulación de la paratiroides, obtuvimos tejido paratiroideo normal y adenomatoso de un paciente con hiperparatiroidismo primario que se sometió a una exploración rutinaria de cuello para realizar una paratiroidectomía con hemitiroidectomía. La histopatología confirmó que se obtuvo un único adenoma paratiroideo y una única glándula paratiroidea normal adyacente al tejido tiroideo.
Análisis estadístico
Aquí, describimos los análisis retrospectivos de los 4 protocolos de los estudios intervencionistas mencionados previamente con el objetivo de evaluar la influencia de las modulaciones específicas del SRAA sobre la PTH en poblaciones relativamente sanas sin AP, ERC, enfermedad cardíaca, o HPTH. Todas las variables presentadas tuvieron una distribución normal y no fueron transformadas de manera alguna. Todos los valores se presentan como medias ± SEM. Una P<0,05 bilateral se consideró estadísticamente significativa.
En todos los estudios, se utilizaron pruebas t pareadas para comparar cambios intraindividuales en las variables de distribución normal. Debido a que los valores basales de PTH fueron alterados por la intervención con vitamina D 3 en el estudio 1 (un cambio fisiológico esperado), presentamos los valores de PTH no solamente como valores absolutos sino también como el porcentaje de cambio desde el estado basal para permitir una comparación proporcional de las respuestas de la PTH. En el estudio 3, en el cual los sujetos fueron aleatorizados y cruzados a ambas intervenciones (infusión de aldosterona y vehículo), también comparamos los cambios intraindividuales para cada variable atribuible a la intervención utilizando pruebas t pareadas. En el estudio 4, el impacto de la intervención (espironolactona o placebo) sobre cada población independiente se comparó utilizando un modelo ANOVA, en el cual el resultado era la PTH pos-intervención, y se incluyeron ajustes para el valor de PTH pre-intervención. Los análisis se realizaron utilizando SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC).
Resultados
Estudio 1: respuesta de la PTH a modulaciones agudas del SRAA e influencia del estado de la vitamina D La infusión de Ang II (1 ng/kg por minuto) en un estado de deficiencia de vitamina D dio como resultado un aumento esperado de la aldosterona sérica (+148%; según se describió previamente) 4 pero también un aumento de +10,3% de la PTH desde el nivel basal (Figura A). Una dosis única de captopril disminuyó los niveles séricos de aldosterona (-12%) y también disminuyó de forma aguda la PTH por debajo de los niveles basales (-9,7%), y luego una segunda infusión de Ang II después de la administración de captopril produjo una estimulación aumentada de PTH (+16,0% desde el nivel basal; Figura A). Cuando se repitieron estos procedimientos del estudio después del tratamiento con vitamina D 3 en altas dosis para inducir un estado de suficiencia de vitamina D, se observaron cambios significativos en las respuestas de la PTH al SRAA: la respuesta de la PTH a una infusión inicial de Ang II fue mayor (+26,4% desde el nivel basal; Figura B); el captopril indujo una menor reducción aguda no significativa de PTH (-6,8%) y tuvo un efecto despreciable sobre la magnitud de la posterior estimulación de PTH mediada por Ang II (Figura B). Estos resultados reflejan nuestras observaciones previas en estos mismos sujetos del estudio, donde el tratamiento con vitamina D 3 aumentó la repuesta tisular (vascular y adrenal) a la infusión de Ang II y marginalizó la influencia del inhibidor de la ECA.
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Estudio 2: respuesta de la PTH a la infusión de mayor dosis de ang II El estudio 2 investigó el impacto de una infusión de una dosis más alta de Ang II sobre la PTH. En comparación con el estudio 1, la infusión de 3 ng/ml de Ang II dio como resultado un mayor incremento de la aldosterona (+241%), y una respuesta más fuerte de la PTH (+36% desde el nivel basal), las cuales fueron independientes de cualquier cambio agudo en las concentraciones de calcio sérico o 1,25-dihidroxivitamina D (Figura C). Al ser integrados con los hallazgos del estudio 1 (Figura A-C), se observó una relación incremental entre SRAA y PTH, que fue modulado por la dosis de Ang II, como así también por la inhibición de la ECA y el estado de la vitamina D (de las cuales ambas sensibilizan la respuesta del tejido a la infusión de Ang II).
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Estudio 3: respuesta de la PTH a la infusión de aldosterona Para aislar si las modulaciones de la PTH inducidas por la infusión de Ang II mencionadas anteriormente eran mediadas por la Ang II en sí misma o la aldosterona, el estudio 3 investigó el impacto de una infusión de aldosterona sobre la PTH. Los niveles basales de PTH antes de la infusión de aldosterona y del vehículo eran similares. La infusión de aldosterona produjo un fuerte aumento en la concentración de aldosterona sérica (+892%) que fue sustancialmente mayor a la inducida por las infusiones de Ang II en los estudios 1 y 2, como así también tendencias no significativas de elevación de la presión arterial y disminución del potasio. Sin embargo, la PTH no fue modificada por la infusión de aldosterona en comparación con el vehículo (Tabla S1).
Estudio 4: respuesta de la PTH al tratamiento crónico con antagonistas del RM
Aunque la infusión de aldosterona no influenció la PTH en el contexto agudo, evaluamos el efecto del bloqueo crónico de la aldosterona sobre la PTH en el estudio 4, dado que los hallazgos de Rossi et al y Tomaschitz han sugerido que el exceso crónico de aldosterona en el AP podrían aumentar la PTH. 15, 16 El efecto del tratamiento crónico con espironolactona fue evidente dentro del grupo de tratamiento mediante incrementos en las concentraciones de aldosterona y reducciones de la presión arterial (Tablas 2 y 3). Al comparar el efecto pre-intervención versus pos-intervención de cada grupo de tratamiento, ni el placebo ni la espironolactona alteraron significativamente los niveles de PTH, calcio sérico, 25-hidroxivitamina D, o marcadores de formación y resorción ósea durante 6 semanas (Tablas 2 y 3). Sin embargo, los análisis que comparaban el cambio de estos parámetros inducido por cada intervención revelaron una disminución en el calcio sérico y un aumento de la PTH en el grupo placebo (posiblemente mediado por la deficiencia crónica y persistente de vitamina D) que fue menguado por el tratamiento con espironolactona (Tablas 2 y 3, valor de P ANOVA). Se observó una tendencia similar no significativa con respecto a los niveles de telopéptido-c.
Estudios
In Vitro para evaluar receptores relacionados al SRAA en tejido paratiroideo humano Se detectaron niveles de proteínas de AT1R y RM en tejido paratiroideo humano normal (Figura S1); el tejido paratiroideo normal tenía niveles similares de proteínas de AT1R y RM en comparación con tejido adrenal de ratón. Además, se detectaron niveles de proteínas de AT1R y RM en el tejido adenomatoso paratiroideo del mismo paciente, con un aumento de 2 a 4 veces de la expresión en comparación con el tejido paratiroideo normal y el tejido adrenal de ratón. Para confirmar adicionalmente la expresión de AT1R y RM en el tejido paratiroideo, cuantifi- Figura 1. Modulación aguda de la hormona paratiroidea (PTH) con la manipulación del sistema renina-angiotensina-aldosterona. Los cambios en la PTH se muestran de forma gráfica como el porcentaje de cambio de la PTH desde el nivel basal en respuesta a la infusión de angiotensina II (Ang II) o a la inhibición de la enzima convertidora de angiotensina. Los valores absolutos de PTH y los parámetros relacionados se presentan en la tabla que se encuentra debajo de cada gráfico. A, Estudio 1 (fase de deficiencia de vitamina D): La respuesta aguda de la PTH a una infusión de Ang II a 1 ng/kg por minuto antes y después de una dosis única de captopril 25 mg, antes de la intervención con vitamina D3. B, Estudio 1 (fase de suficiencia de vitamina D): La respuesta aguda de la PTH a una infusión de Ang II a 1 ng/kg por minuto antes y después de una dosis única de captopril 25 mg después de la intervención con vitamina D3. C, Estudio 2: La respuesta aguda de la PTH a una infusión de Ang II a 3 ng/kg por minuto. Los datos se presentan como medias ± SEM. Todas las comparaciones se realizan con los valores del estado basal. 
Discusión
Nuestros datos demuestran por primera vez relaciones fisioló-gicas novedosas entre la actividad del SRAA y la PTH en humanos sin AP. A pesar de las notables limitaciones de nuestros métodos (el uso de 4 poblaciones de estudio pequeñas y separadas de individuos obesos, análisis retrospectivos, y la ausencia de datos acerca del calcio iónico y urinario que podrían ayudar a descubrir mecanismos subyacentes), no obstante hemos demostrado nuevas asociaciones pleiotrópicas entre los componentes del SRAA y la PTH que podrían tener implicancias importantes para el tratamiento de los trastornos mediados por PTH. Las asociaciones entre el SRAA y las hormonas reguladoras del calcio que fueron identificadas inicialmente en el pasado 13, 14, 34, 35 han sido revisadas y complementadas recientemente por datos que revelaron nuevos conocimientos acerca de las complejas interacciones entre estos sistemas hormonales: la vitamina D 3-6,11 y el calcio 1,2 parecerían regular la renina, y se ha propuesto una relación recíproca entre el SRAA y la PTH. 15, 16, 36, 37 Esta última ha surgido principalmente a partir de estudios observacionales en AP que implican a la aldosterona como un regulador de la PTH. Los niveles séricos anormalmente elevados de aldosterona han sido asociados a niveles aumentados de PTH, que disminuyen con el tratamiento del AP. [14] [15] [16] En conjunto, estos estudios describen la fisiopatología de estados de exceso crónico de aldosterona donde se induce hiperparatiroidismo, posiblemente secundario a la hipercalciuria inducida por la aldosterona. [14] [15] [16] En el presente estudio extendemos los hallazgos de los estudios previos con análi-sis de protocolos intervencionistas controlados en humanos para evaluar la relación fisiológica entre el SRAA y la PTH en ausencia de AP. Nuestros hallazgos, en el contexto de los trabajos previos de Tomaschitz et al. 36 y Rossi et al.
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, abren importantes interrogantes que ameritan discusión para futuros estudios. ¿La PTH es regulada por la Ang II, aldosterona, o ambas? ¿La relación fisiológica entre la PTH y el SRAA difiere con respecto a la duración de las modulaciones del SRAA (aguda versus crónica), o en estados fisiológicos versus fisiopatológicos? ¿Qué significado tienen estos hallazgos para la salud cardiovascular y esquelética? ¿La PTH es regulada por la Ang II?
La identificación de la regulación de la PTH por Ang II, aldosterona, o ambas, podría tener implicancias para los tratamientos farmacológicos. Nuestros resultados demuestran que los niveles en aumento de Ang II y aldosterona circulantes estimulan la PTH de forma aguda de manera dosis dependiente, mientras que la disminución de la Ang II y aldosterona endó-gena de forma aguda con un inhibidor de la ECA reduce los niveles de PTH (Tabla S2: columnas a+b). Debido a que los niveles elevados de aldosterona han sido asociados a niveles aumentados de PTH en AP, 14, 16, 17 hemos hipotetizado que una infusión aguda de aldosterona también aumentaría la PTH. Sin embargo, a pesar de un aumento agudo de 10 veces en la concentración de aldosterona sérica en el estudio 3, la PTH permaneció sin cambios (Tabla S2: columna d), lo cual implica que la Ang II es el estímulo primario de la PTH en el contexto agudo. El rol de la Ang II como el mediador de estos efectos fue respaldado adicionalmente por el hecho que la regulación de la PTH fue influenciada por intervenciones conocidas por sensibilizar la respuesta de los tejidos a la Ang II 4, 33 : tanto la inhibición de la ECA como el tratamiento con vitamina D 3 potenciaron de forma independiente la respuesta de la PTH a la infusión de Ang II. Mostramos previamente que la deficiencia de vitamina D amortigua la respuesta de los tejidos a la Ang II exógena mediante la inducción de un estado de alta actividad tisular del SRAA 4, 6, 31 ; esta disminución de la sensibilidad a la Ang II podría ser corregida al disminuir el SRAA tisular con un inhibidor de la ECA o el tratamiento con vitamina D 3 .
4,33 En concordancia con este fenómeno, en el estudio 1 observamos un aumento en la PTH con la infusión de Ang II que se incrementó luego de la administración de captopril en el estado de deficiencia de vitamina D. La respuesta de la PTH a la Ang II fue potenciada adicionalmente en los mismos sujetos luego del tratamiento con vitamina D 3 , lo cual también marginalizó la influencia del captopril sobre las infusiones posteriores de Ang II (probablemente atribuible a una supresión máxima del SRAA tisular endógeno con el tratamiento con vitamina D 3 ). 4 Nuestra identificación del AT1R en tejido paratiroideo humano normal y adenomatoso es un hallazgo novedoso que respalda adicionalmente un efecto agudo y directo de la Ang II sobre la PTH; especulamos que dada la agudeza de los hallazgos, la Ang II podría regular la secreción de PTH preformada. Si el efecto de la Ang II sobre la síntesis de PTH persiste o no luego del período agudo continúa siendo incierto (Tabla S2: columna c); sin embargo, el hallazgo de que un adenoma paratiroideo expresa mayores niveles de AT1R que la paratiroides normal podría involucrar a la Ang II en la patogenia y progresión del hiperparatiroidismo. Un estudio intervencionista en curso, el estudio RAAS-PARC (Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona y Control de la Hormona Paratiroidea) (NCT01691781), proporcionará una mejor comprensión acerca de las respuestas de la PTH a la inhibición aguda y crónica de la ECA en individuos con hiperparatiroidismo primario en comparación con controles normales sanos.
¿La PTH es regulada por la aldosterona?
Alternativamente, nuestros hallazgos sugieren que en el contexto crónico, podría ser la aldosterona en vez de la Ang II la Los sujetos fueron aleatorizados a espironolactona (50 mg/día) o placebo por 6 semanas con mediciones sanguíneas antes y después del período de intervención. Además, la diferencia en el cambio de cada variable inducido por la intervención se presenta en la columna alejada de la derecha. IMC indica índice de masa corporal. Junio 2014 que estimule directa e indirectamente la PTH. Este mecanismo ha sido propuesto [13] [14] [15] [16] [17] en informes observacionales de pacientes con AP (un trastorno en el cual los niveles de aldosterona se encuentran elevadas crónicamente con supresión concomitante de la Ang II y renina). Algunos de estos informes observacionales incluyeron alteraciones de la función renal y cambios en el calcio sérico y urinario, lo cual puede haber contribuido también a los efectos de la PTH. [14] [15] [16] Además, el antagonismo crónico del RM ha sido asociado de forma observacional con una reducción del riesgo de fracturas, 27 lo cual implica a la regulación de la PTH por la aldosterona como un potencial mediador de este resultado. En nuestro estudio 4, el antagonismo crónico del RM puede haber disminuido levemente la PTH y aumentado el calcio sérico. Aunque no se observaron cambios en la PTH en el grupo aleatorizado al tratamiento con espironolactona, la PTH tuvo un impacto significativo por parte de la intervención con espironolactona en comparación con el grupo control tratado con placebo (Tabla S2: columna e). Este fenó-meno puede haber reflejado un hiperparatiroidismo secundario leve progresivo en el grupo placebo atribuible a la deficiencia crónica de vitamina D que fue amortiguado por la espironolactona. Curiosamente, esta observación se vio a pesar del hecho que el antagonismo del RM debería elevar las concentraciones de Ang II y en una población con niveles bajos de aldosterona (los sujetos no tenían AP y recibían una dieta sin restricción de sodio); es posible que el efecto de la espironolactona hubiera sido más evidente en una población con niveles más altos de aldosterona sérica, 16 hiperparatiroidismo, mayor duración del tratamiento, o mayor tamaño de la muestra. Aunque no se realizaron mediciones del calcio urinario en este estudio, estudios previos han mostrado que el exceso crónico de aldosterona produce hipercalciuria e hipocalcemia. 16, 38, 39 Debido a que nosotros, junto con Maniero et al, 10 hemos identificado la presencia del RM en el tejido paratiroideo normal y anormal, especulamos que la acción de la aldosterona mediante el RM podría tener un impacto sobre la PTH a largo plazo al influenciar directamente la síntesis de PTH en la glándula paratiroidea e indirectamente mediante la regulación renal del manejo del calcio. La influencia de los antagonistas del RM sobre la PTH podría por tanto ser más evidente en poblaciones con AP o HPTH, en vez de en individuos relativamente sanos tales como los de nuestros estudios. Los estudios sobre los resultados bioquímicos y clínicos del antagonismo del RM en poblaciones objetivo de mayor tamaño aclararán este efecto. El Estudio EPATH (Efecto de eplerenona sobre niveles de hormona paratiroidea en pacientes con hiperparatiroidismo primario) (IS-RCTN33941607) 40 está diseñado para evaluar de forma concluyente la influencia del antagonismo del RM a largo plazo sobre resultados clínicos en una gran población de estudio con hiperparatiroidismo primario.
¿La PTH es regulada tanto por Ang II como por Aldosterona?
En general, nuestros hallazgos sugieren efectos pleiotrópicos de los componentes del SRAA sobre la PTH que pueden variar con el tiempo de exposición. Aunque utilizamos los niveles de PTH como nuestro resultado, es importante tener en cuenta que en los sistemas endocrinos, donde los mecanismos de retroalimentación son complejos, el nivel circulante absoluto de cualquier hormona puede ser insuficiente para evaluar los resultados biológicos y clínicos; el establecimiento de un nuevo equilibrio homeostático puede no ser detectado mediante los niveles circulantes solamente. Tales fenómenos, donde los niveles de una hormona son mantenidos a expensas de cambios en otras, son frecuentes. Por ejemplo, aunque los inhibidores de la ECA disminuyen de forma aguda las concentraciones de Ang II y aldosterona, la inhibición crónica de la ECA produce un re-equilibrio y normalización de los niveles de aldosterona, 41 aunque los beneficios clínicos asociados a la inhibición crónica de ECA continúan siendo sumamente favorables. 42 El re-establecimiento del equilibrio PTH-SRAA puede ser más evidente en estados fisiológicos en los cuales tanto las hormonas reguladoras del calcio y del sodio pueden modular su actividad apropiadamente. En contraste, en estados fisiopatológicos, tales como AP o HPTH, los mecanismos normales pueden estar sobrepasados por los efectos del exceso de aldosterona o PTH. 
Fortalezas y limitaciones
Nuestro estudio presenta notables fortalezas y limitaciones. Describimos análisis retrospectivos de estudios previamente realizados, que no fueron diseñados principalmente para la evaluación de las asociaciones entre SRAA-PTH. Sin embargo, aunque estos análisis fueron de naturaleza secundaria, utilizamos datos de 4 estudios intervencionistas en humanos que usaron métodos cuidadosos para controlar los moduladores del SRAA (incluyendo electrolitos dietarios, postura, y medicaciones antihipertensivas) y las hormonas reguladoras del calcio (incluyendo calcio dietario y estado de vitamina D). Los tamaños de las muestras fueron pequeños pero fueron más que suficientes para detectar cambios fuertes en la PTH (estudios 1 y 2) y cambios esperados en los niveles de aldosterona y presión arterial atribuibles a la infusión de aldosterona (estudio 3) y espironolactona (estudio 4). Es posible que una mayor población en el estudio 4 hubiera permitido una mayor potencia para detectar cambios inducidos por antagonistas del RM en la PTH y el calcio sérico; sin embargo, sospechamos que estos igual hubieran sido de magnitud modesta debido a que la población del estudio no tenía AP o HPTH. Aunque los estudios fueron realizados en poblaciones separadas, según lo requerido por los complejos protocolos realizados en los centros de investigación clínica, estas poblaciones fueron similares en sus variables demográficas y, aunque obesos, eran de lo contrario principalmente sanos. La obesidad ha sido vinculada a un cambio en la relación entre 25-hidroxivitamina D-PTH 43 ; sin embargo, se observaron cambios agudos en la PTH utilizando comparaciones intraindividuales. Presentamos explicaciones posibles que dan cuenta de un mecanismo directo de los efectos mediados por el SRAA que observamos; sin embargo, la modulación del calcio ha sido involucrado como un potencial mediador indirecto de las interacciones SRAA-PTH, 12 y no teníamos una valoración electrolítica detallada, incluyendo magnesio y calcio iónico y urinario en todos nuestros protocolos. Es de observarse que estudios previos no pudieron mostrar modulación alguna en el calcio iónico con las dosis de infusión de Ang II que utilizamos, 35 respaldando por tanto un posible efecto directo mediado por Ang II sobre la PTH, según proponemos. Por último, se requieren estudios adicionales para evaluar el rol de factores adicionales en la modulación del SRAA y PTH, incluyendo Klotho, 44, 45 cambios en los electrolitos dietarios, 36,46-48 y el uso de dosis más fisioló-gicas de Ang II (porque utilizamos dosis necesarias para obtener efectos observables).
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Perspectivas
En resumen, describimos relaciones pleiotrópicas y novedosas entre PTH y SRAA en individuos sin AP. La Ang II parecería ser un modulador agudo de la PTH, potencialmente por medio de la estimulación directa de la liberación de PTH mediante el AT1R en la glándula paratiroidea. En contraste, la aldosterona podría estar involucrada en la modulación de la PTH en el contexto crónico mediante mecanismos directos e indirectos. Nuestros hallazgos se construyen sobre observaciones en estados fisiopatológicos 10,13,16 al proporcionar nuevas perspectivas sobre las relaciones complejas entre las hormonas reguladoras del calcio y sodio que pueden existir en la fisiología normal. Estudios intervencionistas en curso 40 y futuros probablemente mejorarán nuestra comprensión sobre estas interacciones y como podrían influenciar los resultados cardiovasculares y esqueléticos asociados a los trastornos mediados por PTH.
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